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はじめに
　ビタミンA酸（a11－’mη∫－retinoic　acid，　RA）は視覚と
哺乳動物の組織再生に関与しないが，動物の成長を支え
上皮組織骨の生長を維持する．RAの重要性はその強
力な細胞分化誘導能（Fig．1）及び，癌患者，特に急性前
骨髄球性白血病（acute　promyelocytic　leukemia）患者
の治療への有用性で代表される1）．
　RAの作用機構は近年発見されたRA受容体（RAR，
retinoid　X　receptors）で説明される2）．　RARはステロイ
ド／甲状腺核受容体多遺伝子ファミリー（steroid／
thyroid　nuclear　receptor　multigene　family）のひとっ
でありRAに高い親和性を持つ．これら核受容体は特別
なDNA配列を認識　結合してターゲット遺伝子の転写
を開始させると一般的に受け入れられているが，RAR
が分化に関与する直接の証拠は非常に限られている．ヒ
ト骨髄球性白血病細胞株（human　myeloid　leukemia
cell　line，　HL　60細胞）はRARαとβを持ちその内
RARαがHL60細胞のRAによる分化誘導作用に役割
を果たすと考えられた3）．また，P19胚細胞のRAによ
る分化にRARβが間接的に関与する可能性が示され
た4）．これに対して，RARがRAにより誘導されたF9
胚癌腫細胞の分化に関与しないこと，RARがDNAと
直接作用しない機構で機能しうること5・θ，さらに，遺伝
子を介さないRAの作用（non’genomic　effects）7－11｝等
が報告された．これらの結果はRAにより誘導される細
胞分化過程にRARに加えて別の作用機構が存在する可
能性を示唆している．
　蛋白質へのRAのアシル化反応（レチノイレーショ
ン）は遺伝子を介さないRA作用のもうひとっの機構と
して提案された12－16㌧レチノイレーションの代謝経路の
ひとつはレチノイルCoA中間体の形成とそれに伴って
起こるレチノイルCoAの転移，そしてレチノイル部分
の蛋白質中のアミノ酸への共有結合である1η（Fig．2）．
レチノイレーションはHL60細胞に限らず他の多くの
細胞の中で生じ，RAで修飾される蛋白質は細胞種に
よって異なる12－15・18・19｝，HL60細胞においてはS一エステ
ル，0一エステル結合を加水分解する処理により約90％
のRAが蛋白質上のレチノイル化部位から遊離され
る13）．しかし，ヒトケラチン細胞中で共有結合したRA
は同じ処理でほとんど遊離されない15）．これらの結果
は，もしレチノイルCoAが中間体の場合RAはミリス
　RA一レ
FIG．1．　RAによるHL60細胞の穎粒球系細胞への分化誘導
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FIG．2．　RAによる蛋白質修飾の仮説経路　レチノイレーションの代謝経路のひとつはレチノイルCoA中間体の生成とそれに
　　　　伴って起こる蛋白質中のシステインへのチオエステルによる結合である13・17｝．RAがサイトケラチンにチオエステル
　　　　で結合していないという結果は別の経路の可能性を示唆した15｝．テキストで述べたように，もしレチノイルCoAが
　　　　中間体である場合0一エステル，アミド結合が形成される．もし，レチノイルCoAが中間体でない場合0一工一テル，
　　　　チオエーテル結合が形成される．
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チン酸のN末端のグリシンへの結合のように蛋白質に
アミド結合で，パルミチン酸の結合のようにシステイン
にS・エステル結合で，また，チロシン，スレオニン，セリ
ンに0’エステルで結合する可能性を示唆する．一方，も
しレチノイルCoAが中間体でない場合，4一ヒドロキシ
RAの中間体形成を通してRAが蛋白質に0一工一テル，
S一工一テル何れかで結合している可能性を示す．仮説経
路（Fig．2）に示したように哺乳動物細胞中，　RAは水酸
化を触媒するチトクロームP－450によって4・ヒドロキ
シRAに代謝され，さらに4一ヒドロキシRAは4一オキソ
RAに代謝分解される201．また，　RA代謝物である5，6一
エポキシ・5，6一ジヒドロRA（Fig．2，枠内）等も蛋白質に
共有結合を形成しうる．一方，チオレドキシン還元酵素
の13’シスRAによる構造特異的阻害を説明するために
その作用機構としてRAの蛋白質への結合がSchall－
reuterらによって提案された19㌧彼らは蛋白質のシステ
イン残基にRAのC－13又はG14何れかの部位がチオ
エーテル結合していることを見出している．
　レチノイレーションは蛋白質のリン酸化（protein
phosphorylation）で代表されるように多くの蛋白質の
性質，機能に影響を与える蛋白質修飾反応のひとっとし
て捉えることができる．Fig．3に蛋白質修飾反応の例
（リン酸化，パルミトイル化，ミリストイル化，アセチル
化，リポイル化，ADP一リボシル化，グリコシル化，イソ
プレニル化等）を示した．この内，蛋白質のパルミトイ
レーション，ミリストイレーション（Fig．3）もCoA中
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間体の形成を経る長鎖脂肪酸による蛋白質修飾反応であ
ることがよく知られている21・22）．本稿ではRAによる蛋
白質修飾反応：レチノイレーションについて記述する．
1）核蛋白質のレチノイレーション
　先ず，RAによるアシル化反応が細胞内で起こるか否
かを調べるため，HL60細胞を用いてRAによる蛋白質
修飾反応（共有結合形成）を検討した．HL60細胞を
3H－RAで標識した後，遊離RAをクロロホルムーメタ
ノールで抽出除去し，得られたHL60細胞残渣は放射活
性（3H・RA一蛋白質）を有していた13）．この細胞残渣をプ
ロテアーゼKで消化したところほとんどの3H－RAは酸
可溶性画分に移行した．この結果は細胞蛋白質がRAに
より修飾されていることを示した．また，ヒドロキシア
ミン，或いは，メタノールー水酸化カリウムを使用する
緩和な分解条件でレチノイル化蛋白質を処理したとこ
ろ，酸可溶性画分に約90％の3H・RAを放出した．そし
て，メタノールー水酸化カリウム分解で生成した物質を
メチルレチノェート（methyl　retinoate）と同定した．こ
れらの結果は蛋白質のレチノイレーションがチオエステ
ル結合の形成を伴う反応である可能性を示している．さ
らに，HL60細胞蛋白質のレチノイレーション量は初期
の細胞外RA濃度に依存して飽和し，レチノイレーショ
ンのED50値（300　nM）はHL60細胞の分化誘導作用の
ED50値（100　nM）に類似していた．また，ほとんどのレ
チノイル化蛋白質は単離された核に存在していた13）．以
上の結果は，レチノイレーションが生物学的，生理的に
重要な反応であることを示した．
2）RAに対する感受性とレチノイレーション
　レチノイレーションの役割機能についてより一層の情
報を得るためRAに対し異なる感受性を示す細胞を用
いて検討を行った16㌧HL60細胞に比べRAに対しより
感受性の高い変異細胞株（HL60／MRI細胞）のレチノイ
レーション量（モル結合／細胞）はHL60細胞と比較し
て約5倍高い値を示した．HL60細胞及び，　HL60細胞
よりRAに対し感受性の低い，すなわち，　RAの分化誘
導作用に耐性を示す変異細胞株（HL60／RA－res細胞）
のレチノイレーションは同程度に同割合で生じた．これ
ら三種類の細胞株のレチノイル化蛋白質の一次元電気泳
動パターンは非常に類似していたが，二次元電気泳動パ
ターンは異なっていた（Fig．4）．すなわち，これら全ての
細胞株に分子量55，000，等電点4．9の主レチノイル化蛋
白質を認あたが，HL60／RA－res細胞はこの蛋白質と同
じ分子量で等電点がより酸性のレチノイル化蛋白質を高
レベル含んでいた．
　総レチノイレーション量はRA感受性胚癌腫細胞
（PCC4azalR細胞）の方がRA耐性細胞（PCC4（RA）・2
細胞）より多かった．胚癌腫細胞のレチノイル化蛋白質
の一次元電気泳動パターンはHL60細胞のそれとは異
なっていた．また，正常イヌ腎臓細胞（MDCK細胞）の
レチノイル化蛋白質の一次元電気泳動パターンはHL60
細胞，胚癌腫細胞とは異なっていた．また，乳癌細胞
（MCF－7細胞）のレチノイル化蛋白質の二次元電気泳動
パターンはHL60細胞とは異なっていた12）．
　これらの結果はレチノイレーションが広範囲にわたっ
て生じ，異なる細胞のRAに対する異なる応答が細胞中
の異なる蛋白質のレチノイレーションに起因する可能性
を示唆した．
3）シクロヘキサミド存在下でのHL60細胞蛋白質の
　　レチノイレーション
　生長するHL60細胞中に生じるレチノイレーション
が新しく合成された蛋白質上，または，既存の蛋白質上
の何れに起こるか，さらに，蛋白質（基質）の夕一ンオー
バー，または，誘導を必要とするのか否かを知るために
シクロヘキサミド（cycloheximide）の存在下でレチノイ
ル化蛋白質の量を測定した18）．3．6μMシクロヘキサミド
は全蛋白質合成の86％を阻害することが知られてい
る．本濃度のシクロヘキサミド存在下細胞を48時間イ
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FIG．4．　HL60，　HL60／RA－res，　HL60／MRI細胞のレチ
　　　　ノイル化蛋白質の二次元電気泳動パターン　各
　　　　種細胞を100nM　3H－RA存在下24時間無血清
　　　　培養液中で生育する．Bligh－Dyer法で遊離RA
　　　　を取り除いた後，得られた蛋白質残渣を等電点
　　　　電気泳動緩衝液（pH　3．5－10）に溶解し，二次元
　　　　電気泳動とフルオログラフィで分析した13・16）．
　　　　矢印は主レチノイル化蛋白質の位置を示す．
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ンキュベーションしたところ，そのレチノイル化蛋白質
量（fmol／106細胞）はシクロヘキサミド非存在下の細胞
中のレチノイル化蛋白質量とほぼ同じレベルであった．
この結果はレチノイレーションが翻訳後（既存）蛋白質
修飾であることを示唆した．
4）パルミチン酸（PA）とミリスチン酸（MA）による
　　HL60細胞蛋白質のアシル化
　蛋白質のレチノイレーションとパルミトイレーション
の間には類似性がある．すなわち，RAとPAの両者は
既存蛋白質をアシル化しチオエステル結合で蛋白質に共
有結合する．この類似性は同じ蛋白質が両脂肪酸の基質
になりうるか否かという問題を提起する．より多くの
HL60細胞蛋白質が3H・RAに比べて3H－PA，3H－MAに
より修飾されていた18）．HL60細胞中約120の蛋白質が
3H・MAで約70の蛋白質が3H・PAで修飾されるが（Fig．
5），これらと比較して僅か約20の蛋白質が3H－RAで修
飾されていた（Fig．4）．ほとんどの蛋白質は一種類の脂
肪酸で修飾されているが，主レチノイル化蛋白質は
3H・PA，3H－MAの両方で修飾されていた．三種類の脂肪
酸による主レチノイル化蛋白質の修飾は，三種類の脂肪
酸が同じ蛋白質部位上で競合する可能性を示唆する．す
なわち，共通の代謝経路をRA，　PA，　MAが共有するか否
かという問題を提起する．しかし，3H－PAにより修飾さ
れる主レチノイル化蛋白質の量は1μMRAの添加で減
少しなかった．逆に，レチノイル化蛋白質の相対的な修
飾は細胞外PA濃度依存的に減少しなかった．しかしな
がら，500μMPAの添加でレチノイル化蛋白質量は増
加した．また，主レチノイル化蛋白質の3H－MAによる
修飾は500μMPAの添加で減少しなかった．以上の結
果は，RA，　PA，　MAは主レチノイル化蛋白質部位上で競
合しないこと，また，幾っかの蛋白質はレチノイレー
ション，パルミトイレーション，ミリストイレーション
の基質となりうることを示した．
5）HL60細胞レチノイル化蛋白質のDNAへの結合
　HL60細胞の核中にレチノイル化蛋白質が存在してい
るということを見だしたので13），この核蛋白質がDNA
結合蛋白質であるかどうか調べた．核からレチノイル化
蛋白質を0．3％トリトンN101処理で抽出し，　DEAE一カ
ラムで部分精製した主レチノイル化蛋白質をDNA・セル
ロースカラムで分析した．レチノイル化蛋白質はDNA一
セルロースカラムに吸着し0．1MNaClで溶出された18）．
6）骨髄性白血病患者の細胞におけるレチノイレーショ
　　ン
　急性骨髄性白血病患者の白血病細胞中のRAによる
蛋白質修飾反応を調べた（Fig．6）．三人の患者から得ら
れた白血病細胞蛋白質に認められたレチノイレーション
パターンは相互に類似していた．そして，これらはHL
60細胞のパターン（Fig．4）に著しく類似していた（Fig．
6）．本実験条件下で細胞の増殖は無く細胞生存率は時間
に依存して減少した．この結果はレチノイレーションが
細胞増殖に非依存的な翻訳後修飾であることを示唆し
た．また，レチノイレーションのパターンを分析するこ
とにより患者のRAに対する応答感受性を推測できる
かもしれない．
7）レチノイル化蛋白質の同定
サイトケラチン；ヒト表皮ケラチン細胞中の主レチノ
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HG．5．パルミチン酸，ミリスチン酸で修飾されたHL60細胞蛋白質の二次元電気泳動パターン　HL60細胞（5×105／ml）を
　　　　1．7μM［3H］PA（0．2　mCi／ml）或いは，4．5μM［3H］MA（0．2　mCi／ml）存在下24時間無血清培養液中で生育する．
　　　　Bligh－Dyer法で遊離PA，　MAを取り除いた後，得られた蛋白質残渣を等電点電気泳動緩衝液（pH　3．5－10）に溶解し，
　　　　二次元電気泳動とフルオログラフィで分析した18）．矢印は主レチノイル化蛋白質の位置を示す．
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FIG．6．急性骨髄性白血病患者から採取した新鮮白血病細胞のレチノイル化蛋白質の二次元電気泳動パターン　HL60細胞（4
　　　　×106／ml）を100　nM　3H－RA存在下5．5，15，24時間生育する．　Bligh－Dyer法で遊離RAを取り除いた後，得られた
　　　　蛋白質残渣を等電点電気泳動緩衝液（pH　3．5－10）に溶解し，二次元電気泳動とフルオログラフィで分析した13）．矢印
　　　　は主レチノイル化蛋白質の位置を示す．
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　　　　　　　　　　　　1234　567　89101111型cAMP依存性蛋白質リン酸化酵素の調節サプユニット，　RIIαの免疫沈降HL60細胞を100　nM　3H－RA存在，
非存在下で24時間生育する．細胞抽出液を8－azido－［32P］cAMPで標識し，抗RIIα抗体を用いて免疫沈降を行った．
Lαη¢1：無処理の可溶性画分，Lαηθ2：プロテインA処理後の沈澱画分，　Lα％3：抗体（8μ1），プロテインA処理後
の可溶性画分（免疫沈降されなかった蛋白質），Lαηe　4：抗体（8μ1），プロテインA処理後の沈澱画分（免疫沈降され
た蛋白質）を示す．ゲル（Lαηθ1－4）はフィルムに3日間露出した．Lαηθ5－7は抗体の量を増加させ，プロテインA
処理後免疫沈降された蛋白質のレベルを示す．抗体量は，Lαηθ5：4μ1，ムαηθ6：8μ1，　Lαηθ7：16μ1を使用した．ゲ
ル（Lαηθ5－7）はフィルムに13日間露出した．Lαη28－11は抗RIIα抗体を用いる免疫沈降法の特異性を示す．　Lαηθ
8は抗体4μ1を，Lαηθ91α11は正常兎血清4μ1，8μ1，16μ1を使用した．ゲル（Lαηθ8－11）はフィルムに13日間
露出した．Lαηθ1－4は100　nM　3H－RA存在下生育した細胞を用いた．、Lαη¢5－11はRA処理していない細胞を用い
た．Lαηθ4の放射活性のあるバンドをゲルから切り出し，溶解後，液体シンチレーションカウンターで32　Pと3Hを
測定し，RAと8－azido－cAMPのモル比を算出した．
イル化蛋白質はその二次元電気泳動上の移動位置と抗ケ
ラチンモノクローナル抗体による免疫染色の結果に基づ
いてサイトケラチン（cytokeratin）と同定した15）．サイ
トケラチンに共有結合する3H－RAはメタノールー水酸化
カリウムを使用する緩和な加水分解処理によって除かれ
なかった．すなわち，RAはサイトケラチンにチオエス
テルで共有結合してないことを示した．
　ビメンチン；HL60細胞中の分子量55，000，等電点
4．9の主レチノイル化蛋白質（p55RA）は，　MonoQアニオ
ン交換クロマトグラフィから溶出したp55RAの二次元
電気泳動上の移動位置と抗ビメンチンモノクローナル抗
体による免疫染色の結果に基づいて中間フィラメント蛋
白質であるビメンチン（vimentin）と同定した23）．ビメン
チンに結合する3H－RAはメタノールー水酸化カリウム，
或いは、ヒドロキシルアミンを使用する緩和な加水分解
処理により約50％遊離した。これらの結果から、ビメ
ンチンとRAの結合はサイトケラチンの場合とは異な
りエステル結合であることが明らかとなった。またレチ
ノイル化ビメンチンは核、特に核膜に存在することが分
かった。
　cAMP結合蛋白質；幾っかのレチノイル化蛋白質は
cAMP結合蛋白質（cAMPbinding　protein）であっ
た14）．8一アジドー32P－cAMPで共有結合標識した五種の
cAMP依存性蛋白質リン酸化酵素の調節サブユニット
（regulatory　subunits　of　cAMP－dependent　protein
kinase）は3H－RAのHL60細胞への処理により修飾さ
れた分子量37，000（p37RA），47，000（p47RA），51，000
（p51RA）のレチノイル化蛋白質と二次元電気泳動上で同
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じ位置に移動した．さらに，p47RAは1型cAMP依存性
蛋白質リン酸化酵素複合体（PKA　I）とMonoQアニオン
交換クロマトグラフィ上で共溶出し，p51RAはII型
cAMP依存性蛋白質リン酸化酵素複合体（PKA　II）と同
クロマトグラフィ上で共溶出した．PKA　IのcAMP結
合調節サブユニット（RIα）に対する特異抗体はp47RAを
免疫沈降し，また，PKA　IIのcAMP結合調節サブユ
ニット（RIIα）に対する特異抗体はp51RAを免疫沈降し
た24）（Fig．7）．これらの結果はcAMP依存性蛋白質リン
酸化酵素のRIαとRIIαの両調節サブユニットがレチノ
イレーションされていることを表した．
8）HL60細胞のRAによる分化誘導作用とレチノイル
　　化蛋白質
　蛋白質修飾時間，及び，その量は，蛋白質修飾反応が
機能的に重要であるかどうかの判定基準となる．HL60
細胞を100nM［3H］RA存在下24時間インキュベー
ションした後のレチノイル化蛋白質の約80％はビメン
チンであり，約10％はRIIαであると概算している．し
かし，HL60細胞を5分間RAとインキュベーションし
た後ではRIIαが最も高く修飾されていた．また，　HL60
細胞中，低い割合のビメンチンがレチノイル化されてい
るのに対して，RIIαの1molに1．4　molのRA，　RIαの
1molに6molのRAが結合していた（Table　1）．従っ
て，RAで誘導されるHL60細胞の分化の初期の反応に
RIIαのレチノイレーションが深く関与している可能性
が示唆された．
　多くの細胞種（myeloid　leukemia25－33），　teratocar－
cinoma32・34　39｝，　melanoma4°），　kidney32｝の細胞を含む）
における生物学的な反応（細胞の増殖，分化等）はRA
とcAMPの密接な相互作用により生じることが報告さ
れた．cAMP生成誘導薬（cAMP－inducing　agents）の細
胞への処理はRAで誘導されたF9胚癌腫細胞（Fg
embryonal　carcinoma細胞）36　38）とHL60細胞28｝の分
化を増大させた．そして，逐次処理（プライミング），す
TABLE　l．　HL60細胞のRIα，　RIIαにおけるレチノイ
　　　　レーションの定量　HL60細胞を100　nM3H－RA
　　　存在下で24時間生育する．細胞抽出液を8－
　　　azido－［32P］cAMPで標識し，抗RIα，抗RIIα抗
　　　体を用いて免疫沈降を行なう．得られた沈澱画
　　　　分に含まれる蛋白質を一次元電気泳動で分離し
　　　　た後，放射活性のあるバンドをゲルから切り出
　　　　す．ゲルを溶解後，液体シンチレーションカウ
　　　　ンターで32Pと3Hを測定し，　RAと8－azido－
　　　cAMPのモル比を算出した．
Rlα Rllα
なわち，先ずRA，次にcAMP生成誘導薬の順に細胞を
処理すると非常に効果的であるが，その順序を逆にする
と全く効果がなかった28・36・37）．従って，RA処理は
cAMPの応答を変える変化を誘導している可能性が示
唆された．種々の蛋白質リン酸化酵素による特異的な蛋
白質のリン酸化は細胞調節において主要な役割を演じる
が，その中でcAMP依存性蛋白質リン酸化酵素（PKA）
はcAMPの調節サブユニット（R）への結合が引き金と
なり蛋白質をリン酸化する41）．このPKA活性は細胞に
RAを処理した後に増加する25・29－31・34・40・42｝．逆に，　RA
処理は細胞内cAMPレベルを変化させない31・4°・43・44｝．
従って，cAMPの量ではなく，　PKA活性の変化がRA
とcAMP生成誘導薬の併用で認められた効果の起因で
ある可能性が示唆された．PKA活性の増加はPKA蛋白
質の増加によってももたらされる．しかし，HL60細胞
において，シクロヘキサミドによる蛋白質合成の阻害は
RAによるプライミング28吸び，蛋白質のレチノイレー
ション18｝を阻止しない．従って，RAによるこのプライ
ミング効果はPKA蛋白質の合成を増加させる必要がな
いので，ここに示したRIα，　RIIαのレチノイレーション
が細胞内PKA活性の変化に関与しているかもしれな
い．
おわりに
RA　bound（fmol／106　cells）
8－Azide－cAMP（bound　fmol／106　cells）
0．145　　　　0．115
0．89
Ratio（RA　bound／8－azide－cAMP　bound）　　0．16
0．083
1．4
　本研究はレチノイレーションが広範囲に及ぶ反応であ
ること，また，RAは多くの既存蛋白質に共有結合して
いることを示した．レチノイル化蛋白質の性質の解明と
同定はレチノイレーションの役割機能をより良く理解さ
せる鍵と考えられる．また，ここには言及しなかったが，
動物組織（2η　〃2〃0）においてもレチノイレーションを認
めている45）．
　RARはRAの作用に必要と考えられているがRA分
化誘導におけるRARの直接の役割は明らかではない．
急性非リンパ系白血病患者の細胞と白血病細胞株（HL
60細胞，HL60／RA－res細胞）の研究においてRAによ
る分化誘導中RARレベルが少し増加するが，　RAの作
用とRARαとの相関は見られないと報告されてい
る46・4η．また，RAにより分化誘導している細胞中でRA
とRARとの複合体がDNAに結合して細胞内蛋白質の
発現を調節しているという報告は全く無い．これに対し
て，レチノイレーションは分化誘導中の細胞内の最終反
応を測定している．RAによる分化誘導過程において，
レチノィレーション，RARがどのような役割を演じて
いるか，さらに，両者がいかに協力してRAの作用を発
現するかは非常に興味深いところである．
　現在、RAに留まらず，酵素有機化学反応（共有結合
形成）と生物作用発現との相関を解析し48・49），リガンド
の蛋白質への共有結合形成により情報が伝達され生理作
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用が発現されるという新しい情報伝達機構の概念を日夜
検討している．
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